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(54) Verfahren zum direkten Nachweisen weniger Nudeinsdurestringe 

(57) Ein Verfahren zum direkten Nachweisen weni¬ 

ger. vorzugsweise einzelner Nudeinsaurestrange einer 
bestimmten Zielsequenz (10) in einer UntersuchungslO- 
sung umfaBt die folgenden Schritte: 

(15) unter Hybridisierung der Primer (12. 13, 14) 
mit den nachzuweisenden Nucleinsaurestrangen 
zulassenden Randbedingungen, und dann 

a) Bereitstellen einer TestlOsung mit einem 
Gemisch (11) unterschiedlicher, kurzer Primer (12. 

13. 14). die jeweils eine zu einem Abschnitt (a, b, c) 
der Zielsequenz (10) komplementare, sogenannte 
Antisense-Sequenz (a', b', c') aufweisen und mit 
einem Oder mehreren FarbstoffmolekOlen markiert 
sind. 

c) Identifizieren der Zielsequenz (10) in der inku- 
bierten LOsung (15) mit einer Apparatur (20) fur 
optische Analysen, die dazu ausgelegt ist, wenige, 
vorzugsweise einen der nachzuweisenden Nuclein- 
sSurestrange, an die bzw. den ein Oder mehrere 
Primer (12. 13, 14) hybridisiert ist bzw. sind, vor 
dem Hintergrund der nicht hybridisierten Primer 
(12. 13, 14) zu diskriminieren. 

b) Mischen der TestlOsung mit der Untersuchungs- 
lOsung und Inkubieren dieser gemischten LOsung 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zum direkten Nachweisen weniger, vorzugsweise ein- 
zelner Nucleinsaurestrange einer bestimmten Zielse- 
quenz in einer Untersuchungsldsung. 

Die Erfindung betrifft ferner eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens sowie eine dabei verwen- 
dete TestlOsung. 

Es ist allgemein wunschenswert, DNA/RNA-Mole- 
kiile bekannter, teilweise bekannter und/oder auch 
unbekannter Sequenz nachweisen zu kOnnen. Anwen- 
dungsbeispiele hierfur sind genetische Untersuchun- 
gen, Analysen von Laborexperimenten z.B. im Rahmen 
der evolutiven Biotechnologie Oder vor allem auch die 
Virusdiagnostik. In all diesen Anwendungsfailen befin- 
den sich in der ursprunglich vorliegenden Untersu- 
chungslOsung haufig nur wenige Oder gar einzelne 
Nucleinsaurestrange der bestimmten Zielsequenz. die 
in der UntersuchungslOsung vorzugsweise quantitativ 
nachgewiesen werden sollen. 

Zur Zeit erfolgt der Nachweis einer Virusinfektion im 
allgemeinen auf indirektem Wege, namlich uber die 
Immunantwort des befallenen Wirtes. Der Test ist mit 
einer Reihe von Schwierigkeiten verbunden, die diesem 
indirekten Verfahren anhaften. Dazu zahlen die lange 
Latenzzeit der verzOgerten Immunantwort die zeitrau- 
bende Analyse z.B. eines Elisa-Testes, sowie die MOg- 
lichkeit einer falsch-positiven bzw. falsch-negativen 
Immunantwort. 

Es besteht daher das Bestreben, einen direkten 
Test zu erarbeiten, bei dem das Virus hochspezifisch 
nachgewiesen werden kann. Die Schwierigkeiten eines 
direkten Nachweises liegen vor allem in der geforderten 
hohen Empfindlichkeit. Im Grenzfall muB es namlich 
mOglich sein, ein einziges Viruspartikel in einem Zellex- 
trakt bzw. in einem Serum nachweisen zu kOnnen: Die 
Konzentration der nachzuweisenden Nucleinsaure¬ 
strange liegt dabei im Bereich zwischen 10' 12 und 10' 18 
molar. 

Ein vor einigen Jahren entwickeltes Verfahren 
besteht darin, die einzelnen Oder wenigen Nucleinsau¬ 
restrange auf ein Konzentrationsniveau hochzuverstar- 
ken, das konventionellen Methoden wie z.B. der 
Gelelektrophorese, dem Verfahren der Temperaturgra- 
dientengele, der Sequenzierung bspw. nach dem San- 
ger-Verfahren Oder der Maxam-Gilbert-Technik 
zuganglich ist. Fur dieses Hochverstarken stehen die 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oderanaloge Verfah¬ 
ren zur Verfugung, die auf einer spezifischen Replika- 
tion des nachzuweisenden Nucleinsaureabschnittes 
beruhen. Dabei nutzt man die Eigenschaften von DNA- 
Polymerasen aus, die einen Einzelstrang zum Doppelst- 
rang aufpolymerisieren kOnnen. sofern ihnen ein kurzer. 
doppelstrangiger Bereich als Primer zur Verfugung 
steht. Dabei werden die Nucleinsaurestrange, die eine 
zu amplifizierende Sequenz enthalten, mit einem Uber- 
schuB von zwei chemisch synthetisierten Oligonucleoti- 
den versetzt, die aus den Randbereichen der zu 


amplifizierenden Sequenz stammen und strangspezi- 
fisch sind, d.h. komplementar zu einem der beiden 
DNA-Strange. 

Zum einen sind derartige Verlahren sehr zeitauf- 
5 wendig, es ist nicht nur erforderlich, die PCR-Reaktion 
durchzufuhren, danach mussen vielmehr weitere Analy¬ 
sen vorgenommen werden, um zumindest qualitativ auf 
die Anwesenheit der gesuchten Sequenz in der Unter¬ 
suchungslOsung schlieBen zu kOnnen. Ferner ist es hier 
io erforderlich, daB bestimmte kurzkettige Nucleinsaure- 
sequenzen mit einer Lange von etwa 15-20 Nucleoti- 
den bereitgestellt werden mussen. die exakt 
komplementar zu einem entsprechenden Abschnitt der 
gesuchten Sequenz sind. Man nennt einen solchen 
is exakt komplementaren kurzkettigen Nucleinsaureab- 
schnitt allgemein "Antisense-Sequenz" oder auch 
"Primer". 

Neben dem Zeitaufwand ist bei diesem Verfahren 
weiter von Nachteil, daB nur Nucleinsauresequenzen 
20 nachgewiesen werden kOnnen, bei denen zumindest 
ein kurzer Abschnitt der Sequenzabfolgen an den bei¬ 
den Enden bekannt ist, so daB die entsprechenden 
Primer bereitgestellt werden kOnnen. Handelt es sich 
bei den nachzuweisenden Nucleinsaurestrdngen um 
25 RNA-MolekOle, so mussen diese zundchst sogar noch 
mittels einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase in eine 
DNA-Kopie umgeschrieben werden, bevor die PCR- 
Technik eingesetzt werden kann. 

Wegen der ggf. vielen verschjedenen Verfahrens- 
30 schritte weist diese Methode viele Fehlerquellen auf, da 
die einzelnen Polymerasen nur mit einer bestimmten 
Wahrscheinlichkeit die "richtigen” komplementaren 
Nucleotide bei der Polymerisation einbauen, so daB 
auch hier nicht ausgeschlossen werden kann, daB es 
35 zu falsch-positiven und falsch-negativen Testergebnis- 
sen kommt. 

Ein weiteres Verfahren besteht darin, die gesuchte 
Sequenz direkt sichtbar zu machen, was bedeutet, daB 
sie sich zunachst naturlich eindeutig von alternativen 
■to Sequenzen unterscheiden muB. Ein neu entwickeltes 
Verfahren, um einzelne Molekule zu identifizieren und 
zu zahlen, ist die in der WO 94/16313 beschriebene 
Korrelationsfluoreszenz-Spektroskopie, die im folgen- 
den kurz FCS genannt wild. Die genannte Druckschrift 
45 beschreibt, daB mittels der FCS in einem sehr kleinen 
MeBvolumen im Bereich von 0,1 - 10 fl einzelne mit 
Farbstoff markierte DNA/RNA-Molekule nachgewiesen 
werden kOnnen, sofern sich das nachzuweisende Mole- 
kul entweder deutlich von alternativen Molekulen im 
so MeBvolumen unterscheidet oder aber isoliert vorliegt. 

Bei der bereits beschriebenen PCR-Methode benO- 
tigt man zwei Primersequenzen, von denen die eine 
komplementar zum Stranganfang des Plusstranges, die 
andere komplementar zum Anfang des Minusstranges 
55 ist. Der Sequenzabschnitt zwischen den Positionen der 
beiden Primer-Sequenzen wird dann verstarkt. Beim 
FCS-Nachweis dagegen benOtigt man nur eine spezifi- 
sche Primer-Sequenz, die mit eimem Fluoreszenzfarb- 
stoff markiert ist. Sie lagert sich direkt an die zu 
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detektierende (einzelstrSngige) RNA-Sequenz Oder an 
einen Strang der aufgeschmolzenen DNA-Sequenz an. 

In dieser Form unterscheiden sich die markierten 
Primer sowohl in ihren Ladungseigenschaften als auch 
in ihrer Beweglichkeit sehr stark von den ungebunde- 5 
nen Primern und konnen ohne weitere VerstOrkung 
durch die FCS direkt detektiert werden. 

Das MeBprinzip der FCS beruht darauf, daB fluoro- 
phore Molekule in SuBerst verdunnten LOsungen 
gemessen werden, indem ein relativ kleines Volumen- 
element der LOsung einem starken Anregungslicht 
eines Lasers ausgesetzt wird. Nur die Molekule ent- 
sprechenden Anregungsspektrums, die sich in diesem 
MeBvolumen aufhalten, werden durch das Licht ange- 
regt. Das emittierte Fluoreszenzlicht aus diesem Volu- 
menelement wird dann auf einen Photomultiplier 
abgebildet. Handelt es sich um verdunnte LOsungen, so 
ergeben sich nennenswerte Schwankungen der Kon- 
zentration der sich in dem jeweiligen Volumenelement 
befindlichen Molekule. 

Ein Molekiil, das einmal in das Volumenelement 
hineindiffundiert ist, wird sich gemOB seiner charakteri- 
stischen Diffusionsgeschwindigkeit in einer durch- 
schnittlichen, aber fur das betreffende Molekiil 
charakteristischen 2eit wieder aus dem Volumenele¬ 
ment entfernen und dann nicht mehr zu beobachten 
sein. 

Wird nun die Lumineszenz ein und desselben 
Molekules wfihrend seiner durchschnittlichen Aufent- 
haltsdauer in dem MeBvolumen viele Male angeregt, so 
lassen sich von diesem Molekiil folglich viele Signale 
erfassen. Bei verdunnten LOsungen ist damit die Wahr- 
scheinlichkeit, daB ein einmal in das MeBvolumen hin- 
eindiffundiertes Molekiil vor seinem Wiederaustritt 
nochmals angeregt wird. viel grOBer, als dies fur ein neu 
eintreffendes Molekiil der Fall ist. 

In der oben erwShnten WO 94/16313 wird ausge- 
fQhrt, daB es auf der Basis dieses MeBprinzipes mOg- 
lich ist, einzelne Molekule in verdunnten LOsungen zu 
erfassen. Handelt es sich bei den nachzuweisenden 
Molekiilen um Nucleinsaurestrange, so wird ein zu 
einer bestimmten Teilsequenz des nachzuweisenden 
Molekules komplementarer farbstoffmarkierter Primer 
zugegeben, dessen Diffusionsverhalten im ungebunde- 
nen Zustand sich von dem im an das Zielmolekul 
gebundenen Zustand unterscheidet. 

Um die von der Diffusionsgeschwindigkeit der 
beteiligten Molekule abhangige z.T. relativ lange MeB- 
zeit zu reduzieren, beschreibt die erwahnte Druckschrift 
verschiedene Verfahren, mit denen die nachzuweisen¬ 
den Molekule im MeBvolumen aufkonzentriert werden 
konnen. Im Prinzip beruhen diese Verfahren darauf, die 
unterschiedlichen Ladungen von ungebundenen Pri¬ 
mern und Primer-Nucleinsaurestrang-Komplexen aus- 
zunutzen, um in einem gerichteten elektrischen Feld ss 
entweder die ungebundenen Primer von den Komple- 
xen zu trennen, Oder aber die unterschiedliche Driftge- 
schwindigkeit auszunutzen. 


Ein anderes Verfahren. um die Spezif itat des Nach- 
weises zu erhOhen, besteht darin, zwei verschiedene 
Primer zu benutzen, die unterschiedlich markiert sind. 
Durch eine zeitliche Korrelation der von den verschie- 
den markierten Primern stammenden Fluoreszenzsi- 
gnale lassen sich im Wege der elektronischen 
Signalverarbeitung dann die Signale der nicht-korrelier- 
ten, also freien Primer effizient unterdrucken. 

Weiter wird beschrieben, daB sich durch ein nieder- 
frequentes elektrisches Wechselfeld von z.B. 4 Hz eine 
Oszillation der geladenen Molekule durch das MeBvolu¬ 
men erzwingen last, wodurch die Molekule quasi fokus- 
siert werden, so daB es moglich ist, nur ein einziges 
Molekiil Oder wenige Molekule im MeBvolumen quanti- 
tativ zu erfassen. 

Die erwahnte Druckschrift beschreibt viele Anwen- 
dungsmOglichkeiten der FCS, beschaftigt sich aber 
genauer nur mit der Vorrichtung, der Optik und den ver- 
schiedenen Molekulfallen Allerdings wird unter ande- 
rem erwannt, daB mit der FCS-Apparatur auch einzelne 
DNA/RNA-StrSnge unter Verwendung von Primern 
gezahlt werden kOnnen. GroBes Augenmerk richtet die 
PCT-Anmeldung auch auf die Messung physikalischer 
Parameter, wozu u.a. unterschiedlich markierte Ligan- 
den eingesetzt werden, was jedoch nicht zur Verbesse- 
rung der Intensitat der MeBsignale, sondern zur 
ErhOhung der Spezifitat erfolgt. Bei derartig unter¬ 
schiedlich markierten Sonden wird namlich eine Kreuz- 
korrelationstechnik angewendet, um weitere Parameter 
wie z.B. die Rotationsgeschwindigkeit des nachzuwei¬ 
senden Molekules bestimmen zu konnen. 

Allgemein wird beschrieben, daB elektrophoreti- 
sche Trennverfahren, Kapillaren, Gleichfelder etc. ver- 
wendet werden konnen, um der Diffusionsgeschwin¬ 
digkeit der beteiligten Molekule eine Driftgeschwindig- 
keit zu uberlagern. Die Primer und die ZielmolekOle 
konnen dabei so ausgewahlt werden, daB sie unter¬ 
schiedliche Ladungen aufweisen und damit im elektri¬ 
schen Feld unterschiedlich wandern. 

Die FCS-Methode weist somit gegenuber dem 
PCR-Verfahren Oder analogen Methoden eine Reihe 
von Vorteilen auf. Zunachst laBt sich die FCS-Methode 
sowohl auf einzelstrangige als auch auf doppelstran- 
gige Nucleinsauremolekule direkt anwenden. Da viele 
Pathogene einstrangige RNA-Viren sind, mussen diese 
bei dem FCS-Verfahren nicht zunachst in DNA umko- 
piert werden, was sich im Zeitaufwand fur die Analyse 
positiv bemerkbar macht. Daruber hinaus ist die FCS- 
Methode direkter, sie weist namlich die einzelnen 
Nucleinsduren nach, die im Falle von PCR erst verviel- 
faitigt werden mussen, was ebenfalls einen Unterschied 
im Zeitaufwand bedingt. 

. Daruber hinaus kann der VerstarkungsprozeB 
durch bestimmte Substanzen gestOrt Oder gehemmt' 
werden, so daB das PCR-Verfahren fur naturliche Pro- 
ben nicht immer zuveriassig ist. 

Genauso wie das PCR-Verfahren ist die FCS- 
Methode jedoch in bezug auf die Spezifitat stOranfailig. 
Eine Primersequenz kann namlich z.B. in Teilabschnit- 
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ten auch zu Sequenzen komplement&r sein. die der Anmeldung haben namlich erkannt, daB es mOglich ist, 


Zielsequenz zufdlltg ahnlich sind. Man wdhlt deshalb 
Primersequenzen der Lange 15 bis 20 Nucleotide aus, 
um eine hinreichende Spezititat bei der Bindung zu 
erzielen. Dann mu3 aber auch sichergestellt werden, 
da3 die Schmelzpunkte von nur teilweise komplementa- 
ren Sequenzen unterhalb der Arbeitstemperatur liegen, 
also meBtechnisch nicht erfaBt werden. 

Beim PCR-Verfahren verwendet man zwei Primer¬ 
sequenzen, wobei die Wahrscheinlichkeit, daB beide 
Sequenzen Fehlbindungen aufweisen, gering ist. Dafur 
mussen die Primer hier aber in sehr viel hoherer Kon- 
zentration eingesetzt werden, da sie durch die Reaktion 
verbraucht werden. 

Bei der FCS-Methode muB die Primerkonzentration 
dagegen lediglich so hoch sein, daB eine Anlagerung 
an die nachzuweisenden Nucleinsaurestrange inner- 
halb der MeBzeit auch erfolgen kann. 

Diese Bedingungen schranken die Anwendbarkeit 
der Methode auf Weine Absolutmengen erheblich ein. 

Hiervon ausgehend ist es Aufgabe der vorliegen- 
den Erfindung, ein Verfahren von der eingangs genann¬ 
ten Art zu schaffen, das die oben erwahnten Nachteile 
und Schwierigkeiten uberwindet sowie einen schnellen 
und sicheren direkten Nachweis von Nucleinsdure- 
strangen ermOglicht. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe einerseits 
geldst durch ein Verfahren der eingangs genannten Art 
mitden Schritten: 

a) Bereitstellen einer TestlOsung mit einem 
Gemisch unterschiediicher, kurzer Primer, die 
jeweils eine zu einem Abschnitt der Zielsequenz 
komplementare. sogenannte Antisense-Sequenz 
aufweisen und mit einem Oder mehreren Farbstoff- 
molekulen markiert sind, 

b) Mischen der TestlOsung mit der Untersuchungs- 
lOsung und Inkubieren dieser gemischten LOsung 
unter Hybridisierung der Primer mit den nachzuwei¬ 
senden Nucleinsaurestrangen zulassenden Rand- 
bedingungen, und dann 

c) Identifizieren der Zielsequenz in der inkubierten 
LOsung mit einer Apparatur fur optische Analysen, 
die dazu ausgelegt ist, wenige, vorzugsweise einen 
der nachzuweisenden Nucleinsaurestrange, an die 
bzw. den ein Oder mehrere Primer hybridisiert ist 
bzw. sind. vor dem Hintergrund der nicht hybridi- 
sierten Primer zu diskriminieren. 

Die der Erfindung zugrpndeliegende Aufgabe wird 
auf diese Weise vollkommen gelOst. Durch die Hybridi¬ 
sierung vieler Primer mit der Zielsequenz wird namlich 
die lokale Kbnzentration der Primer bspw. im MeBvolu- 
men bei der FCS-Technik stark erhOht, wenn eine Ziel¬ 
sequenz mit angelagerten Primern in das MeBvolumen 
diffundiert, was als "Lichtblitz" im registrierten Fluores- 
zenzsignal zu sehen ist. Die Erfinder der vorliegenden 


einen derartigen "Cocktail" von Primern zu verwenden, 
da es bei dem Nachweis einzelner Nucleinsaurestrange 
lediglich darauf ankommt, das Fluoreszenzsignal zu 
5 verstarken. Sequenzen, an die sich quasi "zufailig” ein 
Primer anlagert, werden wegen des sehr viel geringe- 
ren Signales im Gegensatz zu der bekannten FCS- 
Methode jetzt nicht mehr falsch-positiv angezeigt. 

Die Geschwindigkeitskonstante der Hybridisierung 
io zwischen Primern und Zielsequenzen liegt allgemein 
unterhalb von 10 s M V 1 , so daB schon bei Primerkon- 
• zentrationen von 10‘ 9 M die Reaktionszeit tausend 
Sekunden ubersteigt. Liegt nun die Zielsequenz selbst 
nur in wenigen Kopien, z.B. einem Strang pro Mikroliter 
is vor, so wird ein direkter Nachweis unmOglich, denn im 
genannten Beispiel ware der ungebundene Primer z.B. 
in milliardenfachen UberschuB vorhanden. BeitrSge der 
gebundenen Fluoreszenzmarker waren viel zu klein, 
um nach der FCS-Methode registriert werden zu kOn- 
20 nen. 

Dieses Problem wird jedoch erfindungsgemaB 
dadurch gelOst. daB der Cocktail von Primersequenzen 
bereitgestetlt wird. die zu verschiedenen Regionen des 
Zielmolekuls komplementar sind. Jede Primersequenz 
25 kann im Mittel mit einem Fluoreszenzmarker, die alle 
aus dem gleichen, mOglicherweise aber auch aus ver¬ 
schiedenen Fluorophoren bestehen, versehen sein. 
Dieser Cocktail wird z.B. in einer Kbnzentration von 
etwa 10‘ 9 M angeboten, was ein Molekul pro Femtoliter 
30 bedeutet. Bei dem FCS-Verfahren, bei dem die "Licht- 
falle" des Laserstrahles ein Volumen von ca. 0,2 fl 
besitzt, wurde also ein "Hintergrundrauschen" regi¬ 
striert, das der Gegenwart von einem Fluoreszenzmar¬ 
ker in etwa 20 % der Zeit entspricht. Gerat nun ein 
35 Zielmblekiil in die Licht- Oder Molekulfalle, so wQrde das 
ein plOtzliches "Aufleuchten" der Fluoreszenz bewirken, 
denn nunmehr waren z.B. 20 bis 100 Fluoreszenzmar¬ 
ker in der Lichtfalle gleichzeitig anwesend. Wahrend 
das markierte Zielmolekiil in der mittleren Intensitat voll- 
40 standig untergehen wurde, erschiene es in der Fluktua- 
tionregistrierung von FCS quasi als "Leuchtbombe". 

Prinzipiell ist diese Idee auch auf Tumorzellen 
anwendbar, um einen schnellen direkten Tumornach- 
weis zu ermOglichen. Hier kann die Tatsache ausge- 
45 nutzt werden, daB jede Tumorzelle mehrere tausend 
antigene Determinanten fur AntikOrper aufweist. Wenn 
jetzt die AntikOrper mit Farbstoffen markiert werden, so 
kann eine Tumorzelle, an die AntikOrper gebunden 
haben, als "Lichtblitz" bei dem erwahnten FCS-Verfah- 
so ren nachgewiesen werden. Auch hier wird der Effekt der 
Aufkonzentration der mit Farbstoff markierten AntikOr¬ 
per durch die Anlagerung an die Tumorzelle ausgenutzt. 
Ein auf dieser Idee basierender Tumornachweis ware 
eine alternative Anwendung der erfindungsgemaBen 
55 Idee, viele verschiedene farbstoffmarkierte Sonden 
gegen ein Zielobjekt einzusetzen, an dem diese Son¬ 
den in grOBerer Zahl binden kOnnen. Halt man die Kon- 
zentration der Sonden so gering, daB sie in dem 
beobachteten MeBvolumen mit einer statistischen 
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Wahrscheinlichkeit auftauchen, die deutlich geringer ist Hier ist von Vorteil. daB die Zahl der an eine Zielse- 

als die Zahl der im Mittel an dem Zielobjekt gebundenen quenz bindenden Primersequenzen besonders groB ist. 

Sonden, so ISBt sich die Aufkonzentrierung der Sonden so daB eine hohe Aufkonzentrierung der Primersequen- 

im MeBvolumen messen, wenn ein Zielobjekt mit zen im MeBvolumen erfolgt, was eine grOBere Sicher- 
gebundenen Sonden in das MeBvolumen eintritt. 5 heit gegeh falsch-positive MeBergebnisse wegen 

Andererseits wird diese Aufgabe bei einem Verfah- zufailig passender einzelner Primer gewShrleistet. 
ren der eingangs genannten Art gelOst durch die Dabei ist es dann bevorzugt, wenn in Schritt a) 

Schritte: Primer unterschiedlicher Frequenziange, also mit unter- 

schiedlicher Zahl von NucleinsSure- (oder analoger) 

1) Hybridisieren zumindest einiger der nachzuwei- io Bausteinen pro Primer bereitgestellt werden, wobei die 

senden Nucleinsaurestrdnge mit jeweils einem Ian- Primer eine Sequenziange zwischen 10 und 50. vor- 
gen Antisense-Strang, der mil mehreren zugsweise 15 und 20 Bausteinen aufweisen. 

Farbstoffmolekalen markiert und zu der gesamten Durch die unterschiedlichen Primeriangen kann in 

Oder nahezu der gesamten Zielsequenz komple- vorteilhafter Weise den Sekundarstrukturen der nach- 
mentar ist. und is zuweisenden Nucleinsaurestrdnge Rechung getragen 

werden. Kurzstrangige Primer wurden dabei gegen ein- 

2) Identifizieren der Zielsequenz mit einer Appara- zelstrdngig vorliegende Bereiche der Nucleinsaure- 

tur fur optische Analysen, die dazu ausgelegt ist, strange eingesetzt werden, wahrend Idngere 
wenige, vorzugsweise einen der nachzuweisenden Primersequenzen z.B. gegen doppelstrangig vorlie- 
Nucleinsaurestrange, an die bzw. den ein Anti- 20 gende Bereiche eingesetzt wurden. die zunachst durch 
sense-Strang hybridisiert ist. zu diskriminieren. entsprechende Temperaturwahl aufgeschmolzen wer¬ 

den muBten, wobei die Primer dann in Konkurrenz zu 

Auch hierdurch wird die der Erfindung zugrundelie- der Ausbildung der Sekundarstruktur treten wurden. 

gende Aufgabe vollkommen gelost. Die Erhbhung des Wegen der grOBeren Anzahl von Bausteinen ist die Bin- 
Fluoreszenzsignales erfolgt jetztdadurch, daB der Anti- 25 dung zwischen langerkettigen Primem und den zuge- 
sense-Strang mit sehr vielen Farbstoffmolekulen mar- ordneten Bereichen der Zielsequenz hier so groB, daB 
kiert ist. so daB ein derartiger Doppelstrang ebenfalls die Primerbindung yorrangig vor der erneuten Ausbil- 
als "Lichtblitz" im registrierten Fluoreszenzsignal zu dung der Sekundarstruktur erfolgt. Es hat sich heraus- 
sehen ist. gestellt, daB Primer mit einer Sequenzlange zwischen 

Die Hybridisierung zwischen nachzuweisendem 30 15 und 20 Bausteinen einerseits eine hinreichend spe- 

Nucleinsaurestrang und Antisense-Strang kann entwe- zifische Bindung mit komplementaren Bereichen der 
der dadurch erfolgen, daB der Antisense-Strang geson- Zielsequenz eingehen und andererseits keine zufailigen 

dert hergestellt und wie bei dem Verfahren mit den unspezifischen Bindungen zulassen. 

kurzen Primem zu der UntersuchungslOsung hinzuge- In einer Weiterbildung ist es dann bevorzugt, wenn 

geben sowie einem geeigneten Temperverfahren unter- 35 Primer mit 10 bis 200, vorzugsweise 20 bis 100 ver- 
zogen wird. schiedenen Sequenzen bereitgestellt werden. 

Andererseits ist es auch maglich, den farbstoffmar- Auf diese Weise wurden zwischen 300 und 2.000 

kierten Doppelstrang aus nachzuweisendem Nuclein- komplementare Bausteine an die Zielsequenzen ange- 
saurestrang und Antisense-Strang durch direktes lagert werden. die als Virus-RNA bspw. eine Sequenz- 
Aufpolymerisieren des nachzuweisenden Nucleinsau- 40 lange zwischen 4.000 und 10.000 Bausteinen autweist, 
restranges zu erzeugen, wobei farbstoffmarkierte so daB sie bei einer derartigen Hybridisierung im Mittel 
Nucleinsaure-(oder analoge) Bausteine eingesetzt wer- die maximale Anzahl von anzulagernden Primern auf- 
den. Vorzugsweise verwendet man hier markierten nimrrrt. Von Vorteil ist dabei, daB es zu einer sehr star- 

UTPs. Sollte sich der so erzeugte Doppelstrang, der mit ken Aufkonzentrierung an Primern und damit einer 

sehr vielen Farbstoffmolekulen markiert ist, vor dem 45 starken Erhohung des fluktuierenden Fluoreszenzsi- 
Hintergrund der freien, ebenfalls markierten Bausteine gnales kommt, wenn ein derartiger Komplex aus Ziel- 
nicht nachweisen lassen, so mussen geeignete Trenn- molekul und Primern in das MeBvolumen wandert, was 
verfahren vorgeschaltet werden, bevor die den markier- die MeBsicherheit weiter erhOht. 

ten Doppelstrang enthaltende LOsung bspw. in eine Allgemein ist es bevorzugt, wenn die Primer durch 

FCS-Apparatur gegeben wird, wie sie weiter untennoch so direkte Synthese, bspw. mittels eines NucleinsSure- 
ausfuhrlicher beschrieben ist. Synthetisierers hergestellt werden. 

In einem Ausfuhrungsbeispiel des ersten erfin- Hier ist von Vorteil. daB ein absolut sicherer Weg 

dungsgemaBen Verfahrens werden in Schritt a) zu zur Bereitstelfung der verschiedenen Oligonucleotide 
unterschiedlichen, vorzugsweise nicht uberlappenden (Primer) beschritten wird. Dieser Weg ist zwar zeitrau- 
Abschnitten der Zielsequenz komplementare Primerse- ss bend, schlieBt aber eine mOgliche Prasenz der gesam- 
quenzen bereitgestellt, wobei unterschiedliche Primer- ten Zielsequenz innerhalb des angebotenen "Cocktails" 
sequenzen sich in der Sequenzabfolge der und damit eine Fehlanzeige der Zielsequenz aus. Fer- 
Nucleinsaure- (oder analoger) Bausteine voneinander ner lassen sich uberlappende Primersequenzen ver- 
unterscheiden. 
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meiden, wodurch eine gezielte Markierung mdglich ist. 
Allerdings mu(3 die Zielsequenz genau bekannt sein. 

Andererseits ist es bevorzugt, wenn die Primer 
durch Replikation oder Transkription der Zielsequenz in 
Gegenwart von mit Farbstoffmolekulen markierten 
Nucleinsaure- (oder analogen) Bausteinen hergestellt 
werden, wobei die Replikations- Oder Transkriptionspro- 
dukte anschlieBend in Teilsequenzen zerschnitten wer¬ 
den, die dann als Primer verwendet werden. 

Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB es deutlich 
schneller ablSuft, allerdings enthait der Cocktail zu 
Beginn des Verfahrens noch die Zielsequenz, die 
jedoch nicht genau bekannt sein muB. Es mu 13 also 
sichergestellt werden, daB bei dem Zerschneiden in 
jedem Falle die Zielsequenz abgebaut wird, um eine 
Fehlangabe zu verhindern. Dieses Zerschneiden der 
Replikations- Oder Transkriptionsprodukte kann bspw. 
auf mechanischem Wege erfolgen, indem Scherkrafte 
aufgewandt werden, die die Produkte zerschlagen. 

Andererseits ist es mdglich, die Replikations- Oder 
Transkriptionsprodukte fur bestimmte Zeitspannen der 
Wirkung spezifisch und/oder unspezrfisch schneiden- 
der Nucleasen auszusetzen, um sie zu Primern abzu- 
dauen. 

Hier ist von Vorteil, dal3 dieser Abdau zeitlich so 
gesteuert werden kann. daB Primer mit einer 
gewunschten mittleren Lange entstehen. 

Insgesamt ist es bevorzugt, wenn die Replikations- 
oder Transkriptionsprodukte durch Verwendung der 
Polymerase-Kettenreaktionstechnik, eines analogen 
Verfahrens oder mit Hilfe anderer spezifischer RNA- 
bzw. DNA-Polymerasen hergestellt werden. 

Hier handelt es sich um gut eingefuhrte Verfahren, 
die in vorteilhafter Weise angewendet werden kdnnen, 
um aus der Zielsequenz die Primer zu erzeugen. In vor¬ 
teilhafter Weise kdnnen hier Primer gegen Zielsequen- 
zen hergestellt werden, deren Sequenzabfolge nur 
teilweise Oder gar nicht bekannt ist. Es ist lediglich erfor- 
derlich, daB die Enden der Zielsequenzen bekannt Sind 
Oder daB bekannte Sequenzabschnitte an vollig unbe- 
kannte Zielsequenzen ansynthetisiert werden, so daB 
die fQr das PGR-Verfahren erforderlichen Primer bereit- 
gestellt werden kdnnen. Der zwischen den beiden Pri¬ 
mern liegende Bereich der Zielsequenz muB nicht 
zwingend in der Abfolge bekannt sein, die Primer fur die 
Analyse werden sozusagen "automatisch" richtig 
erzeugt, so daB z.B. auch neue Viren gesucht werden 
kdnnen. 

Waiter ist es bevorzugt, wenn mittels eines DNA- 
Synthesizers kurze DNA-Str&nge hergestellt werden, 
die Abschnitte der Zielsequenz aufweisen, wenn diese 
DNA-StrSnge dann bspw. mit der T7-Polymerase tran- 
skribiert und die Transkriptionsprodukte als Primer ver¬ 
wendet werden. 

Hier ist von Vorteil, daB auf bekanntem Wege RNA- 
Primer hergestellt werden kdnnen, die dann erfindungs- 
gemaB als Cocktail gegen eine nachzuweisende RNA- 
Zielsequenz eingesetzt werden kdnnen, ohne daB dazu 


die gesamte Sequenzabfolge der Zielsequenz bekannt 
sein muB. 

Allgemein ist es bevorzugt, wenn als Primer DNA-, 
RNA- oder PNA-Sequenzen verwendet werden. 

5 Hier ist von Vorteil, daB DNA- und RNA-Zielse- 

quenzen nachgewiesen werden kdnnen, wobei die Ver¬ 
wendung von ggf. positv geladenen PNA-Sequenzen, 
die ein Peptid-ahnliches Ruckgrat aufweisen und daher 
nicht - wie RNA und DNA - negativ geladen sind, eine 
io elektrophoretische Trennung zwischen freien und kom- 
plexierten Primern ermdglicht. Durch Anhangen einer 
positiven Restgruppe kdnnen PNAs auch mit positiver 
Ladung versehen werden, was die Trennung weiter 
erleichtert. 

is Weiter ist es bevorzugt, wenn in Schritt b) die 
gemischte Ldsung bei einer Temperatur inkubiert wird, 
die so hoch ist. daB Tertiar- und Sekundarstrukturen der 
Zielsequenz aufschmelzen, die hinreichend tief ist, so 
daB die spezifischen Bindungen zwischen Primer und 
20 Zielsequenz nicht aufschmelzen, und die hinreichend 
hoch ist, so daB unspezifische Bindungen zwischen 
Primer und Zielsequenz aufschmelzen. 

Hierdurch wird in vorteilhafter Weise ein wichtiges 
Problem bei der Markierung geldst. Die Geschwindig- 
25 keitskonstante fur die Anlagerung von Primersequen- 
zen liegt namlich im allgemeinen unterhalb von 10 6 M' 
’s' 1 , so daB bei den vorteilhafterweise eingesetzten 
Primerkonzentrationen von 10' 9 M' 9 bereits Reaktions- 
zeiten von mehr als 1.000 Sekunden auftreten. Diese 
30 Werte sind nun aber stark temperaturabhangig, denn 
die Sekundarstruktur der Zielsequenz muB aufschmel¬ 
zen, bevordie Primersequenzen sich anlagern kdnnen. 
Andererseits muB man aber bei Temperaturen arbeiten, 
die unterhalb des Schmelzpunktes der Primerbindung 
35 liegeri. wobei zur Ausschaltung von unspezifischen 
Fehlanlagerungen die Temperatur direkt unterhalb die¬ 
ses Schmelzpunktes liegen sollte. 

Aus all dem folgt, daB die Markierung der Zielse¬ 
quenzen mit dem Primer-Cocktail vorteilhafterweise 
40 durch einen genau festgelegten TemperprozeB zu 
erzielen ist, der die genannten Schmelzpunkte quantita- 
tiv berucksichtigt. 

In einer Weiterbildung ist es hier bevorzugt, wenn 
die Primer hierzu in groBem OberschuB gegenuber der 
45 Zielsequenz eingesetzt werden, wobei nach erfolgter 
Inkubation die ungebundenen Primer von der hybridi- 
sierten Zielsequenz abgetrennt werden kdnnen. 

Hier ist von Vorteil, daB man zunachst bei hdheren 
Primerkonzentrationen eine Sattigung der Hybridisie- 
50 rung vornehmen und anschlieBend die unreagierten 
Primer abtrennen kann 

Dies ist insbesondere dann auf einfachem elektro- 
phoretischem Wege mdglich, wenn als Primer positiv 
geladene PNA-Sequenzen verwendet werden. 

55 Das Identifizieren der mit den Primern hybridisier- 
ten Zielsequenz im Schritt c) kann mittels einer beliebi- 
gen zeitaufgeldsten Fluoreszenz-Spektroskopie 
erfolgen, die in der Lage ist, in einem sehr kleinen Volu- 
menelement sehr geringe Fluoreszenzsignale bis hin- 
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unter zur Einzelphotonenzahlung zu erfassen. Wichtig 
ist dabei, daB durch die ZeitauflOsung die von freien Pri- 
mern stammenden Signale sich deutlich von denen 
unterscheiden, die von durch die Zielsequenz sozusa- 
gen aufkonzentrierten Primern stammen. 

Vorzugsweise erfolgt dies mittels einer Korrelati- 
onsfluoreszenz-Spektroskopie, bei der ein sehr kieines 
Volumenelement, vorzugsweise 0,1 - 20 fl der inkubier- 
ten Losung einem Anregungslicht eines Laser ausge- 
setzt wird, das die in diesem MeBvolumen befindlichen 
Primer zur Emission von Fluoreszenzlicht anregt, wobei 
das emittierte Fluoreszenzlicht aus dem MeBvolumen 
mittels eines Photodetektors gemessen wird, und eine 
Korrelation zwischen der zeitlichen Veranderung der 
gemessenen Emission und der relativen Diffusionsge- 
schwindigkeit der beteiligten Molekule erstellt wird, so 
daB bei entsprechend starker Verdunnung einzelne 
Molekule in dem MeBvolumen identifiziert werden. 
Dabei ist es dann bevorzugt, wenn ein elektrisches Feld 
verwendet wird, um die Driftgeschwindigkeit der mit Pri¬ 
mern hybridisierten Zielsequenzen uber die Diffusions- 
geschwindigkeit hinaus zu erhOhen. 

Da ein groBes RNA- Oder DNA-Molekul relativ lang- 
sam diffundiert, muBman es namlich mit Hilfe spezieller 
Verfahren in der Lichtfalle aufkonzentrieren. Im Falle 
gewdhnlicher Diffusion, unter Annahme eines Diffusi- 
onskoeffizienten von 5 x 10' 8 cm 2 /s wie er fur M13-Pha- 
gen gemessen wurde, betragt die mittlere Zeit fur die 
Diffusion einer Zielsequenz in eine Lichtfalle vom 
Durchmesser 0,5 um etwa lO' 10 ^ 1 Sekunden, wobei c 
die molare Konzentration der Zielsequenz ist. Mit c = 10" 
15 M ergabe sich bereits eine Diffusionszeit von einem 
Tag. 

Eine Verkurzung der Diffusionszeit laBt sich zwar 
auch durch die VergrOBerung des Raumelementes der 
Lichtfalle erreichen, hier sind jedoch enge Grenzen 
gesetzt, weil der Rauschhintergrund mit der dritten 
Potenz des Radius des Raumelementes ansteigt. 

Eine wirksamere Methode ist die erwahnte ErhO- 
hung der Driftgeschwindigkeit mit Hilfe elektrischer Fel¬ 
der, wodurch in vorteilhafter Weisedie MeBzeit deutlich 
verkurzt werden kann. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn eine kapillarelektro- 
phoretische Trennung von ungebundenen Primern und 
mit Primern hybridisierten Zielsequenzen erfolgt, wobei 
eine Kapillare mit einer Spitzen&ffnung von Weiner 0,01 
mm vor das MeBvolumen plaziert und in der Kapillare 
ein elektrisches Gleichfeld erzeugt wird, das die mit Pri¬ 
mern hybridisierten, negativ geladenen Zielsequenzen 
in Richtung auf das MeBvolumen bewegt. 

In vorteilhafter Weise kann hier eine ausgezogene 
Kapillare. eine sogenannte Neher-Kapillare verwendet 
werden, wie sie z.B. beschrieben ist in dem Artikel The 
Patch Clamp Technique". E. Neher und B. Sakmann. in 
Scientific American. Marz 1992, Seiten 44 - 51. Aus der 
eingangs erwahnten WO 94/16313 ist es bereits 
bekannt, in einer derartigen Kapillare ein Feld von etwa 
1 kV/cm zu erzeugen, was eine Wandungsgeschwindig- 
keit von ca. 1 mm/s bewirkt. 


Anstelle der Kapillare kann auch eine Quadrupol- 
oder Radial-lonenfalle eingesetzt werden, wobei letz- 
tere besonders wirksam ist. Sie besteht aus einer 
"punktfOrmigen" Spitze (z.B. Neher-Kapillare), die von 
5 einer Ringelektrode mit einem Durchmesser von bspw. 
1 cm umgeben ist. Das Feld ist in diesem Falle ein 
Gleichfeld, mit positiv geladener Spitze der Kapillare. 
Die negativ geladene Zielstruktur reichert sich im inho- 
mogenen Feld an der Spitze an. Dort gibt es ein Gleich- 
j o gewicht zwischen Antransport durch Wanderung im 
Feld und Abtransport durch Diffusion. Die langsam dif- 
fundierenden Zielstrukturen reichern sich bis zu 10 3 - 
fach starker an als ihre niedermolekularen Primer. 

Andererseits ist es bevorzugt, wenn in Schritt c) ein 
75 hochfrequentes, inhomogenes elektrisches Wechsel- 
feld verwendet wird, das in den Zielsequenzen ein 
Dipolmoment induziert, das als solches in dem inhomo- 
genen Feld wandert. 

Hier wird auf vorteilhafte Weise ein wesentlicher 
so Nachteil der kapillarelektrophoretischen Trennung Oder 
der Radial-lonenfalle beseKigt, da eine Mitanreicherung 
nicht-markierter Primer vermieden wird. 

In dem Artikel "Structure and kinetic properties of 
polyelectrolytes in solution, determined from relaxation 
25 phenomena in electric fields", M. Eigen und G. 
Schwarz, in "Electrolytes". Pergamon Press 1962, 
wurde gezeigt. daB stabchenfOrmige Polyelektrolyte 
und insbesondere Nucleinsauren eine elektrische Pola- 
risierbarkeit besitzen, die aus einer Verschiebung der 
30 lonenwolke relativ zum Poly-Ion im elektrischen Feld 
resultiert. Speziell bei DNA ergeben sich sehr groBe 
induzierte Dipolmomente, die bereits bei Feldstarken 
von 10 3 Volt/cm zur vollstandigen Ausrichtung im Feld 
fuhren. Die Relaxationszeit der Polarisierung liegt bei 
35 einer Mikrosekunde, so daB mit hochfrequenten Wech- 
selfeldern bei etwa 10 5 bis 10 6 Hz geaibeitet werden 
kann. Die Ausrichtung erfolgt innerhalb von Millisekun- 
den bis Sekunden. 

Mit anderen Worten, hochfrequente Wechselfelder 
40 induzieren in Nucleinsauren starke Dipolmomente, was 
durch eine Anderung der Leitfahigkeit einer LOsung mit 
derart beaufschlagten Nucleinsauren gezeigt werden 
kann. Das bedeutet nun aber, daB Nucleinsauren in 
einem inhomogenen hochfrequente Wechselfeld in 
45 Richtung der hbheren Feldstarke wandern, was erfin- 
dungsgemaB adsgenutzt wird, um die markierten Ziel¬ 
sequenzen im MeBvolumen aufzukonzentrieren, da ein 
Dipol im inhomogenen Feld in Richtung der grOBten 
Feldstarke wandert, die so gelegt werden kann, daB sie 
so sich im MeBvolumen befindet. 

Dazu wird eine radiale Elektrodenanordnung ver¬ 
wendet, die aus einer in der Lichtfalle angebrachten 
Elektrodenspitze und einer ringffirmigen Gegenelek- 
trode besteht. 

55 Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschrei- 
bung und der beigefugten Zeichnung. 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten 
und die nachstehend noch zu eriauternden Merkmale 
nicht nur in den jeweils angegebenen Kombinationen, 
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sondern auch in anderen Kombinationen oder in Allein- Die Primer 12, 13 und 14 kOnnen entweder durch 

stellung verwendbar sind. ohne den Rahmen der vorlie- direkte Synthese bspw. mittels eines Nucleinsaure-Syn- 
genden Erfindung zu verlassen. thetisierers hergestellt werden, wobei z.B. mittels eines 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der DNA-Synthetisierers kurze farbstoffmarkierte DNA- 

Zeichnung dargestelit und wird in der nachfolgenden 5 Strange hergestellt werden. die Abschnitte a, b Oder c 

Beschreibung naher erlSutert. Es zeigen: der Zielsequenz 10 aufweisen. Diese DNA-Strange 

werden dann bspw. mit der T7-Polymerase transkribiert 
Fig. 1 eine vereinfachte. schematische Darstellung und die Transkriptionsprodukte als Primer 12, 13. 14 
einer Inkubationslosung aus Zielsequenz verwendet. Dieses Herstellungsverfahren fur das' 
und Primern; und io "Cocktair genannte Gemisch 11 setzt voraus, daB die 

Abschnitte a, b und c in der Sequenz bekannt sind. 

Fig. 2 eine vereinfachte, schematische Darstellung Soil dagegen ein in der Sequenz teilweise Oder 

einer Apparatur fur optische Analysen mit ganz unbekannter Nucleinsaurestrang 10 als Zielse- 

einer nicht maBstabsgetreu eingezeichneten quenz verwendet werden, so werden die Primer 12, 13 

elektrische Molekulfalle, die ein hochfre- is und 14 durch Replikation Oder Transkription der Zielse- 

quentes, inhomogenes elektrisches Wech- quenz in Gegenwart von mit Farbstoffmolekulen mar- 

selfeld verwendet. kierten Nucleinsaure-Bausteinen herstellt. Dies kann 

bspw. durch Verwendung der Polymerase-Kettenreakti- 
In Fig. 1 ist schematisch ein Nucleinsaurestrang in onstechnik, eines analogen Verfahrens Oder mit Hilfe 

Form einer Zielsequenz 10 dargestelit, bei der einzelne, 20 einer DNA- bzw. RNA-Polymerase, wie z.B. der T7- 

ausgewahlte Sequenzabschnitte mit a, b und c bezeich- Polymerase, einer reversen Transkriptase etc. erfolgen. 

net sind. Die Replikations- Oder Transkriptionsprodukte wer- 

Neben der Zielsequenz 10 ist ein Gemisch 11 von den anschlieBend in Teilsequenzen zerschnitten, wobei 

Primern 12, 13 und 14 dargestelit, die sich zusammen entweder mechanische Verfahren Oder spezifisch 

mit der Zielsequenz 10 in einer Inkubationslosung 15 25 und/oder unspezrfisch schneidende Nucleasen einge- 

befinden. setzt werden. um die Produkte zu Primern abzudauen. 

Die Primer Oder Oligonucleotide 12 weisen eine zu Hier mu3 selbstverstandlich sichergestelit werden. daB 

dem Abschnitt a komplementare Sequenz a’ auf, wah- in dem Gemisch 11 keine der ursprOnglich als Vorlage 

rend die Primer 13 und 14 komplementare Sequenzen fur die Transkription/Replikation verwendeten Zielse- 

zu den Abschnitten b bzw. c aufweisen. 30 quenzen mehr enthalten ist, um falsch-positive Anzei- 

Die Primer 12, 13 und 14 sind jeweils mit einem gen zu vermeiden. 

Oder mit mehreren Farbstoffmolekulen 16 markiert, die Als Zielsequenz 10 und Primer 12, 13 und 14 kOn- 

bei entsprechender Anregung ein Fluoreszenzlicht aus- nen sowohl RNA-als auch DNA-Molekule verwendet 

senden. Die Farbstoffmolekule 16 sind in Fig. 1 durch werden. Ferner ist es mfiglich, als Primer 12, 13. 14 

ein Kreuz symbolisiert. 35 sogenannte PNA-Molekule zu verwenden. die mit posi- 

Statt vieler Primer 12. 13, 14 kann auch ein mehr tiver Ladung versehen werden kOnnen. so daB sich eine 

Oder weniger kompletter Antisense-Strang 17 einge- Abtrennung derfreien Primer 12,13, 14 von den Zielse- 

setzt Oder durch Polymerisation der Zielsequenz 10 zu quenzen 10 mit daran gebundenen Primern 12. 13. 14 

einem Doppelstrang erzeugt werden, der mit vielen auf elektrophoretischem Wege bewerkstelligen laBt. 

Farbstoffmolekulen 16 markiert und zu der ganzen Ziel- 40 Bei Verwendung des Antisense-Stranges 17 kann 
sequenz 10 komplementar ist. dieser entweder der UntersuchungslOsung zugegeben 

Wenn die LOsung 15 bei einer Temperatur inkubiert werden, woraufhin dann ein entsprechendes Temper- 
wird, die so hoch ist, daB mOgliche SekundSrstrukturen verfahren fur die Doppelstrangbildung sorgt. Anderer- 
der Zielsequenz 10 aufschmelzen, aber hinreichend tief seits ist es auch mOglich, der Zielsequenz 10 
ist, daB eine spezifische Bindung zwischen den Primern 45 farbstoffmarkierte Nucleinsaure-Bausteine zuzugeben 
12, 13 und 14 und den entsprechenden Abschnitten a, und mit Hilfe einer Polymerase die Zielsequenz 10 zu 
b und c der Zielsequenz 10 nicht aufschmelzen, dann einem Doppelstrang aus Zielsequenz 10 und Anti- 

lagern sich die Primer 12, 13. 14 an der Zielsequenz 10 sense-Strang 17 aufzupolymerisieren. Die Spezif itat 

an. Die Inkubationstemperatur muB dabei hinreichend bezuglich der nachzuweisenden Zielsequenz 10 wird 

hoch sein, so daB unspezifische Bindungen zwischen so dadurch erreicht, daB der Zielsequenz 10 zundchst ein 
Primern 12. 13 und 14 und der Zielsequenz 10 wieder spezifisches Oligonucleotid zugegeben werden muB, 

aufschmelzen. das mit dem Stranganfang der Zielsequenz 10 eine 

Auf diese Weise erhait man eine LOsung 15, in der doppelstrAngige Region bildet, die dann als Primer fur 
die Zielsequenz 10 oder die wenigen Zielsequenzen 10 die Polymerase dient. Unterschiedliche Zielsequenzen 

jeweils mehrere Primer 12. 13. 14 tragen, wobei die 55 10 kdnnen so durch unterschiedliche Primer fur die 

Primer eine Sequenziange zwischen 15 und 20 Bau- Polymerase ausgewahtt werden. Auf diese Weise wird 

steinen aufweisen und insgesamt 20 bis 100 verschie- die Zielsequenz zu einem mit vielen Farbstoffmolekulen 

dene Primer 12, 13. 14 bereitgestellt sind. markierten Doppelstrang aufpolymerisiert. 
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Ein Teil der InkubationslOsung 15 wird dann in eine 
in Fig. 2 schematisch dargestellte und mit 20 bezeich- 
nete Apparatur fur optische Analysen gegeben, die 
dazu ausgelegt ist, wenige, vorzugsweise einen der 
nachzuweisenden Nucleinsaurestrange, an die bzw. 5 
den ein Oder mehrere Primer hybridisiert sind bzw. ist. 
vor dem Hintergrund der nicht hybridisierten Primer zu 
diskriminieren. 

Die in Fig. 2 gezeigte Apparatur 20 ist eine FCS- 
Apparatur, wie sie bspw. aus der eingangs erwdhnten to 
WO 94/16313 bekannt ist. FOr eine ausfuhrliche 
Beschreibung des Aufbaus und der Funktion dieser 
FCS-Apparatur 21 wird auf diese Druckschrift sowie die 
darin aufgefOhrten Zitatstellen verwiesen. 

In einem kurzen Oberblick umfaBt die FCS-Appara- is 
tur 21 einen Laser 22, der uber einen Strahlteiler 23 und 
eine konfokale 

Abbildungsoptik 24 ein kleines MeBvolumen 25 
ausleuchtet. das im Bereich zwischen 0.1 und 10 fl liegt. 
Dieses MeBvolumen 25 wird uber die konfokale Optik so 
24 auf einen Photodetektor 26 abgebildet, der mit einer 
nicht waiter dargestellten Auswerteelektronik fur die 
FCS-Analyse verbunden ist. 

Das MeBvolumen 25 bedeckt einen kleinen Teil der 
InkubationslOsung 15, die in Fig. 2 aus Grunden der 25 
Obersichtlichkeit nicht dargestellt ist 

Beinhaltet die Inkubationslesung 15 den oben 
erwahnten, farbstoffmarkierten Doppelstrang. so mus- 
sen ggf. noch die freien farbstoffmarkierten Nuclein- 
sdure-Bausteine ggf. elektrophoretisch abgetrennt 30 
werden, bevor die InkubationslOsung 15 in die Appara¬ 
tur 20 gegeben werden kann. Wegen der vielen in dem 
Doppelstrang befindlichen Farbstoffmolekule erscheint 
ein in das MeBvolumen 25 wandernder derartiger Dop¬ 
pelstrang als Lichtblitz und ist somit ohne weiteres iden- 35 
tifizierbar. Da der zugegebene Oder erzeugte 
Antisense-Strang 17 nur spezifisch zu der Zielsequenz 
10 "paBt". bedeutet ein derartiger Lichtblitz, daB die 
nachzuweisenden Nucleinsaurestrange tatsachlich die 
Zielsequenz 10 aufweisen. 40 

Umdie mit Primern 12,13, 14 hybridisierten Zielse- . 
quenzen 10 schneller als diffusionskontrolliert in das 
MeBvolumen 25 zu befOrdern, ist in Fig. 2 eine elektri- 
sche Molekulfalle 27 vorgesehen, die in dem gezeigten 
Ausfuhrungsbeispiel eine Ringelektrode 28 sowie eine 45 
Neher-Kapillare 29 umfaBt, deren ausgezogene Spitze 
zentrisch zu der Ringelektrode 28 liegt. 

Wird jetzt zwischen Ringelektrode 28 und Neher- 
Kapillare 29 eine elektrische Spannung angelegt, so 
erfolgt eine Drift der Zielsequenzen 10 in das MeBvolu- so 
men 25 Wenn die Primer 12, 13, 14 und die Zielse¬ 
quenzen 10 unterschiedliche Ladungen aufweisen, 
erhait man gleichzeitig eine elektrophoretische Tren- 
nung. 

In dem gezeigten Ausfuhrungsbeispiel ist die Span- 55 
nung 30 jedoch eine Wechselspannung 31, die zwi¬ 
schen der Ringelektrode 28 und der Neher-Kapillare 29 
ein inhomogenes, hochfrequentes elektrisches Wech- 
selfeld erzeugt. Die Frequenz dieses Wechselfeldes 


liegt dabei vorzugsweise im Bereich von einigen 100 
kHz. 

Durch dieses elektrische Wechselfeld ergeben sich 
insbesondere bei DNA sehr groBe induzierte Dipolmo- 
mente, die bereits bei Feldstarken von 10 3 Volt/cm zur 
vollstandigen Ausrichtung im Feld fuhren. Die Relaxati- 
onszeit der Polarisierung liegt bei einer Mikrosekunde. 
Man kann daher mit hochfrequenten Wechselfeldern 
bei etwa 10 5 bis 10 6 Hz arbeiten, wobei die Ausrichtung 
in Millisekunden bis Sekunden erfolgt. Dieser Effekt 
wird nun ausgenutzt, um die markierte Zielsequenz im 
MeBvolumen 25 zu konzentrieren. 

Die elektrische Molekulfalle 27 verwendet dabei die 
in dem MeBvolumen 25 angeordnete Elektrodenspitze 
der Neher-Kapillare 29, wobei die Elektrodenspitze 
einen Durchmesser von 1 fim aufweist. Die ringfOrmige 
Gegenelektrode 25 hat dagegen einen Durchmesser 
von 1 cm. 

Die in Fig. 2 der Obersichtlichkeit wegen nicht 
gezeigte InkubationslOsung 15fulftden Raum zwischen 
den beiden Elektroden 29, 28 aus. In diesem Raum ent- 
steht bei Anlegen der Spannung 30, 31 ein inhomoge¬ 
nes Radialfeld, dessen Feldstarke proportional zu 1/r 
ist. Bei einer Elektrodenspannung von 10 Volt erreicht 
man daher an der Spitze bei r = 1 jim eine Feldstarke 
von 10 s Volt/cm. 

Der in der Zielsequenz 10 induzierte Dipol wird in 
diesem inhomogenen Feld in den Bereich der hOchsten 
Feldstarke, also in den Bereich des MeBvolumens 25 
gezogen. 

Da das erreichbare Dipolmoment proportional zum 
Quadrat der Lange ist, wobei im Falle von DNA die 
Aquivalenziange angesetzt wird. lassen sich Feldstar¬ 
ken wahlen, auf die nur lange, markierte Nucleinsaure- 
strange, nicht aber kurzkettige Primersequenzen 
ansprechen. Da ein hochfrequentes Wechselfeld ange- 
tegt wird, sprechen auch groBe starre Dipole wie z.B. 
Proteinmolekule auf die elektrische Falle 27 nicht an. 

Auf diese Weise ist es also moglich, durch Verwen- 
dung des Cocktails die markierten Primersequenzen 

12, 13, 14 an der Zielsequenz 10 anzureichern und 
diese Zielsequenz 10 mit anhybridisierten Primern 12, 

13, 14 in das MeBvolumen 25 der Apparatur 20 wan- 
dern zu lassen. Die Verwendung des Cocktails erhOht 
dabei die Intensitat des gemessenen Signales, wah- 
rend die Verwendung der elektrischen Molekulfalle 27 
die erforderliche MeBzeit deutlich reduziert, da der Dif¬ 
fusions- eine Driftgeschwindigkeit uberlagert wird. 

Mit dem neuen Verfahren, dem neuen Gemisch 11 
sowie der neuen Vorrichtung 20 ist es damit mOglich, 
einzelne Nucleinsaurestrange bekannter und/oder 
unbekannter Sequenz innerhalb akzeptabler MeBzeiten 
nachzuweisen. 

Wie die nachfolgende Oberlegung zeigt. sind die im 
MeBvolumen 25 auftretenden warmeeffekte vernach- 
lassigbar: 

Die dissipierte Energie bei einer elektrischen Leitfa- 
higkeit a und einer elektrischen Feldstarke E betragt im 
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homogenen Fall einer Kapillare der Lange I und vom 
Durchmesser d: 


O gl = <tF 2 W 2 tt/4 

Das elektrische Warmeaquivalent betragt dabei unge- 
fahr 0,2 cal/Ws. Um Q e , durch Wdrmeableitung aus der 
Flussigkeit zu entfernen, bedarf eines stationaren Tem- 
peraturgradienten dT/dr, wobei angenommen wird, da8 
das Medium eine Warmeleitfahigkeit X aufweist: 

0,2oE Z ld Z n/A = Xldn^f 


Oder: 


dT oE z 
dr ~ X • 20 


In einem typischen Beispiel, bei dem X fur Wasser mil 
10" 3 cal/(cm grad sec) angenommen wird, wobei a < 10" 
3 Siemens und E = 10 Volt/cm ist, ergibt sich ein Tempe- 
raturgradient von kleiner 0,5 grad/cm, wenn die Kapil¬ 
lare einen Durchmesser von 0.1 cm aufweist. Unter der 
Annahme, daB der hauptsachliche Warmestau in Was¬ 
ser und nicht in der Kapillarenwandung erfolgt, sollte 
sich damit ein Serum ohne ubermSBig starke Verdun- 
nung direkt untersuchen lassen. 

Ahnliche Betrachtungen lie Ben sich auch fur die 
radiale Molekulfalle 27 anstellen. Im Bereich der Elek- 
trodenspitze der Neher-Kapillare 29 betragt die Feld- 
starke zwar 10 5 Volt/cm, so daB im Bereich eines um 
ein Temperaturgradient von 10 s grad/cm entsteht, dies 
entspricht jedoch einer Oberhitzung von 10 Grad im 
Bereich eines Mikrometers. 

AbschlieBend sei noch erwahnt, daB die Empfind- 
lichkeit des MeBverfahrens weiter gesteigert werden 
kann, indem zwei Oder mehrere Fluoreszenzfarbstoffe 
verwendet und eine Kreuzkorrelation durchgefOhrt wird, 
wie es aus der mehrfach erwahnten WO 94/16313 
bereits in allgemeiner Form bekannt ist. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum direkten Nachweisen weniger, vor- 
zugsweise einzelner Nucleins&urestrOnge einer 
bestimmten Zielsequenz (10) in einer Untersu- 
chungslOsung, mit den Schritten: 

a) Bereitstellen einer TestlOsung mit einem 
Gemisch (11) unterschiedlicher, kurzer Primer 
(12, 13. 14), die jeweils eine zu einem 
Abschnitt (a, b, c) der Zielsequenz (10) komple- 
mentSre, sogenannte Antisense-Sequenz (a', 
b', o') aufweisen und mit einem Oder mehreren 
Faitostoffmolekulen (16) markiert sind, 


b) Mischen der TestlOsung mit der Untersu- 
chungslOsung und Inkubieren dieser gemisch- 
ten LOsung (15) unter Hybridisierung der 
Primer (12, 13. 14) mit den nachzuweisenden 

s Nucleinsaurestrangen zulassenden Randbe- 

dingungen, und dann 

c) Identifizieren der Zielsequenz (10) in der 
inkubierten LOsung (15) mit einer Apparatur 

io (20) fur optische Analysen, die dazu ausgelegt 

ist, wenige, vorzugsweise einen der nachzu¬ 
weisenden Nucleinsaurestrange, an die bzw. 
den ein Oder mehrere Primer (12,13, 14) hybri- 
disiert ist bzw. sind. vor dem Hintergrund der 

15 nicht hybridisierten Primer (12, 13, 14) zu dis- 

kriminieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB in Schritt a) zu unterschiedlichen, vorzugs- 

20 weise nicht uberlappenden Abschnitten (a, b, c) der 
Zielsequenz (10) komplementare Primersequen- 
zen (12, 13,14) bereitgestellt werden, wobei unter- 
schiedliche Primersequenzen (12, 13, 14) sich in 
der Sequenzabfolge der Nucleinsaure-(oder analo- 

25 ger) Bausteine voneinander unterscheiden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB in Schritt a) Primer (12, 13, 
14) unterschiedlicher Sequenziange, also mit 

30 unterschiedlicher Zahl der Nucleinsaure-(oder ana- 

loger) Bausteine pro Primer (12, 13, 14) bereitge¬ 
stellt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

35 dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) Primer 

(12, 13, 14) mit einer Sequenziange zwischen 10 
und 50, vorzugsweise 15 und 20 NucleinsOure- 
(oder analogen) Bausteinen je Primer (12, 13, 14) 
bereitgestellt werden. 

40 ' 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) Primer 
(12, 13,14) mit 10bis200, vorzugsweise20bis 100 
verschiedenen Sequenzen bereitgestellt werden. 

45 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Primer (12, 13, 
14) fur Schritt a) durch direkte Synthese, bspw. mit- 
tels eines Nucleinsaure-Synthetisierers, hergestellt 

so werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Primer (12, 13. 
14) fur Schritt a) durch Replikation Oder Transkrip- 

55 tion der Zielsequenz in Gegenwart von mit Farb- 

stoffmolekulen markierten Nucleinsaure- (Oder 
analogen) Bausteinen hergestellt werden, wobei 
die Replikations- Oder Transkriptionsprodukte 
anschlieBend in Teilsequenzen zerschnitten wer- 
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den, die dann ats Primer (12, 13, 14) verwendet 
werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Replikations- Oder Transkriptionspro- s 
dukte fur bestimmte Zeitspannen der Wirkung 
spezifisch und/oder unspezifisch schneidender 
Nucleasen ausgesetzt werden. um sie zu Primern 
(12, 13, 14) abzudauen. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 Oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Replikations- Oder Tran- 
skriptionsprodukte durch Verwendung der Polymer- 
ase-Kettenreaktionstechnik (PCR-Technik), eines 
analogen Verfahrens Oder mit Hilfe anderer spezifi- is 
scher RNA-bzw. DNA-Polymerasen hergestellt 
werden. 


16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15. 
dadurch gekennzeichnet, daB das Identif izieren der 
Zielsequenz (10) in Schritt c) mittels einer Korrelati- 
onsfluoreszenz-Spektroskopie erfolgt, bei der ein 
sehr kieines Volumenelement (25), vorzugsweise 
0,1 - 20 fi der inkubierten Lesung einem Anre- 
gungslicht eines Lasers (22) ausgesetzt wird, das 
die in diesem MeBvolumen (25) befindlichen Primer 
(12, 13, 14) zur Emission von Fluoreszenzlicht 
anregt, das emittierte Fluoreszenzlicht aus dem 
MeBvolumen (25) mittels eines Photodetektors (26) 
gemessen wird, und eine Korrelation zwischen der 
zei.tlichen Verfinderung der gemessenen Emission 
und der relativen Diffusionsgeschwindigkeit der 
beteiligten Molekule erstellt wird, so daB bei ent- 
sprechend starker Verdunnung einzelne Molekule 
in dem MeBvolumen (25) identifiziert werden. 


10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB mittels eines DNA- 20 
Synthesizers kurze DNA-Strdnge hergestellt wer¬ 
den, die Abschnitte der Zielsequenz aufweisen, 
daB diese DNA-Strange bspw. mit der T7-Polymer- 
ase transkribiert und die Transkriptionsprodukte als 
Primer (12. 13. 14) verwendet werden. 2 s 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Primer (12, 13, 

14) DNA-, RNA- Oder PNA-Sequenzen verwendet 
werden. 30 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt b) die 
gemischte LOsung (12) bei einer Temperatur inku- 
biert wird, die so hoch ist, daB TertiSr- und Sekun- 35 
dSrstrukturen der Zielsequenz (10) aufschmelzen, 

die hinreichend tief ist, so daB die spezifischen Bin- 
dungen zwischen Primer (12, 13, 14) und Zielse¬ 
quenz (10) nicht aufschmelzen, und die 
hinreichend hoch ist, so daB unspezifische Bindun- 40 
gen zwischen Primer (12, 13, 14) und Zielsequenz 
(10) aufschmelzen. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt b) die 45 
Primer (12, 13, 14) in groBem UberschuB gegen- 
uber der Zielsequenz (10) eingesetzt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn¬ 
zeichnet, daB nach erfolgter Inkubation die unge- so 
bundenen Primer (12,13,14) von der hybridisierten 
Zielsequenz (10) abgetrennt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14. dadurch gekenn¬ 
zeichnet. daB als Primer (12. 13, 14) positiv gela- 55 
dene PNA-Sequenzen verwendet werden, und die 
Abtrennung auf elektrophoretischem Wege erfolgt. 


17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn¬ 
zeichnet, daB in Schritt c) ein elektrisches Feld ver¬ 
wendet wird, um die Driftgeschwindigkeit der mit 
Primern (12, 13. 14) hybridisierten Zielsequenzen 
(10) fiber die Diffusionsgeschwindigkeit hinaus zu 
erhOhen. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn¬ 
zeichnet. daB in Schritt c) eine kapillarelektrophore- 
tische Trennung von ungebundenen Primern (12, 
13, 14) und mit Primern (12, 13, 14) hybridisierten 
Zielsequenzen (10) erfolgt, wobei eine Kapillare 
(29) mit einer SpitzenOffnung von Weiner 0,01 mm 
vor das MeBvolumen (25) plaziert und in der Kapil¬ 
lare (29) ein elektrisches Gleichfeld erzeugt wird, 
das die mit Primern (12, 13, 14) hybridisierten, 
negativ geladenen Zielsequenzen (10) in Richtung 
auf das MeBvolumen (25) bewegt. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn¬ 
zeichnet, daB eine Quadrupol- Oder Radial-lonen- 
falle verwendet wird, bei der eine Spitze einer 
Kapillare (29) von einer Ringelektrode (28) umge- 
ben ist, die ein inhomogenes Feld erzeugt, in des- 
sen maximalem Feldst&rkebereich das MeBvol¬ 
umen (25) liegt. 

20. Verfahren nach Anspruch 17 Oder 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB in Schritt c) ein hochfrequen- 
tes inhomogenes elektrisches Wechselfeld verwen¬ 
det wird, das in den Zielsequenzen (10) ein 
Dipolmoment induziert, das als solches in dem 
inhomogenen Feld wandert. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn¬ 
zeichnet. daB das Wechselfeld eine Frequenz von 
mehreren 100 kHz aufweist. 

22. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Schrittes c) nach 
einem der Anspruche 17 bis 21. 
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23. TestlOsung fur Schritt a) nach einem der Anspruche 
1 bis 15. 

24. Verfahren zum direkten Nachweisen weniger. vor- 
zugsweise einzelner NucleinsSurestrSnge einer 5 
bestimmten Zielsequenz (10) in einer Untersu- 
chungsldsung, mit den Schritten: 

1) Hybridisieren zumindest einiger der nachzu- 
weisenden NucleinsaurestrSnge mit jeweils to 
einem langen Antisense-Strang (17), der mit 
mehreren Farbstoffmolekulen (16) markiert 
und zu der gesamten Oder nahezu der gesam- 

ten Zielsequenz (10) komplementar ist, und 

is 

2) Identifizieren der Zielsequenz (10) mit einer 
Apparatur (20) fur optische Analysen, die dazu 
ausgelegt ist, wenige, vorzugsweise einen der 
nachzuweisenden Nucleinsaurestrange, an die 
bzw. den ein Antisense-Strang (17) hybridisiert 20 
ist, zu diskriminieren. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in Schritt 1) die Hybridisierung zwi- 
schen nachzuweisendem Nucleinsdurestrang und 25 
Antisense-Strang (17) bei Einsatz von farbstoffmar- 
kierten Nucleinsaure-(oder analogen) Bausteinen 
durch direktes Aufpolymerisieren des nachzuwei¬ 
senden NucleinsSurestranges zu einem Doppelst- 
rang aus nachzuweisendem NucleinsSurestrang 30 
und Antisense-Strang (17) erfolgt. 


35 


40 
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(57) Ein Verfahren zum direkten Nachweisen weni¬ 
ger. vorzugsweise einzelner Nucleinsaurestrange einer 
bestimmten Zielsequenz (10) in einer UntersuchungslO- 
sung umfaBt die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen einer Testldsung mit einem 
Gemisch (11) unterschiedlicher, kurzer Primer (12. 
13.14). die jeweils eine zu einem Abschnitt (a. b. c) 
der Zielsequenz (10) komplementare, sogenannte 
Antisense-Sequenz (a’, b’, c) aufweisen und mit 
einem Oder mehreren FartostoffmolekOlen markiert 
sind. 

b) Mischen der Testldsung mit der Untersuchungs- 
lOsung und Inkubieren dieser gemischten LOsung 
(15) unter Hybridisierung der Primer (12, 13, 14) 
mit den nachzuweisenden Nucleinsdurestrdngen 
zulassenden Randbedingungen, und dann 

c) Identifizieren der Zielsequenz (10) in der inku- 
bierten LOsung (15) mit einer Apparatur (20) fur 
optische Analysen. die dazu ausgelegt ist. wenige, 
vorzugsweise einen der nachzuweisenden Nuclein- 
saurestrange, an die bzw. den ein Oder mehrere 
Primer (12, 13, 14) hybridisiert ist bzw. sind, vor 
dem Hintergrund der nicht hybridisierten Primer 
(12, 13, 14) zu diskriminieren. 
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